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BACTERIES A GRAM POSITIF DEPOURVUES D'ACTIVITE 
PROTEASIQUE HtrA, ET LEURS UTILISATIONS. 

L' invention concerne la production, chez des 
bacteries a Gram-positif , de proteines exportees . 
5 On designe sous le terme general de : 

« proteines exportees », des proteines qui sont 
transportees a travers la membrane cytoplasmique . Dans le 
cas des. bacteries a Gram-positif, ce transport aboutit a 
la secretion de la proteine dans le milieu, ou a son 
10 association a la surface cellulaire. 

L'un des principaux problemes qui se pose lors 
de la production de proteines d' interet exportees par des 
bacteries-hotes, reside dans la degradation de ces 
proteines pendant et/ou apres leur exportation, au niveau 
15 de l'enveloppe ou de la surface de la cellule. Cette 
degradation entraine souvent une baisse du rendement, 
et/ou une alteration de la structure et de l'activite de 
la proteine. 

Les enzymes responsables de cette degradation 
20 des proteines exportees, sont des proteases bacteriennes 

elles-memes exportees dans l'enveloppe ; il s'agit de 

proteases dites : « de menage », qui ont normalement 

parmi leurs fonctions principales un role de degradation 

de proteines exportees anormales ou mal repliees 
25 s'accumulant dans le milieu ou dans l'enveloppe, 

notamment en conditions de stress, ainsi qu'un role de 

recycla-ge des proteines exportees. 

Les proteines - heterologues , qui sont souvent 

imparf aitement reconnues par les proteines chaperons 
30 intervenant dans le repliement des proteines chez la 

bacterie-hote sont particulierement sensibles a l'attaque 

de ces proteases. 

La protease de menage exportee la plus 

anciennement caracterisee est la protease a serine 
35 HtrA/DegP d'E. coli. II s'agit d'une protease a 

localisation periplasmique, qui est exprimee sous 
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controle d'un promoteur incluctible a haute temperature ; 
BECKWITH et STRAUCH (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:1576- 
1580, 1988) ont observe qu'elle intervenait dans la 
proteolyse de proteines de fusion entre des proteines 
5 exportees <±'E. coli et le rapporteur de 1' exportation 
PhoA. lis ont propose d'inactiver cette protease chez £. 
coli afin de limiter la degradation des proteines 
heterologues exportees . 

Des souches mutantes d'£. coli, dans 

.10 lesquelles le gene codant pour la protease HtrA/DegP a 
ete inactive ont ainsi ete obtenues [BECKWITH et STRAUCH, 
publication precitee, et Demande PCT WO88/05821] ; 
cependant il a ete constate que ce.tte inactivation se 
traduit par un ralentissement de la cinetique de 

15 degradation, mais ne suffit pas pour l'abolir, du fait de 
1' existence dans l'enveloppe d'autres proteases degradant 
les proteines exportees. 

Chez £. coli, plusieurs proteases de menage de 
l'enveloppe, assurant des fonctions similaires a celles 

20 de HtrA/DegP ont ete caracterisees : il s'agit notamment 
des proteases HhoA/DegQ et HhoB/DegS, structurellement 
homologues a HtrA/DegP, et de proteases de structure 
differente mais f onctionnellement comparables 

(ApeA/proteasel, OmpT, OmpP, Prc/Tsp, SppA/proteaselV, 

25 Prtlll et SohB) . 

Des etudes concernant d'autres bacteries ont 
egalement permis de mettre en evidence 1' existence dans 
chaque espece etudiee, de plusieurs proteases de menage 
exportees. Par exemple, de tres nombreuses especes 

30 bacteriennes possedent plusieurs proteases de la famille 
HtrA (PALLEN et WREN, Mol . Microbiol. 19:209-21, 1997) ; 
trois homologues de HtrA ont ete identifies chez S. 
sujbtilis (YyxA, YkdA et YvtB/Yirf ) , Synechocystis (HtrA, 
HhoA et HhoB) , Pseudomonas aueruginosa et Aquifex 

35 aeolicus, deux chez Haemophilus influenzae (HtoA et 
HhoB) , Campylobacter jejuni, Brucella abortus et Yersinia 
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enteroli tica , et quatre chez Mycobacterium tuberculosis . 
Diverses bacteries a Gram-positif possedent egalement des 
proteases a serine considerees comme apparentees a la 
famille HtrA, sur la base d'une homologie au niveau "du 
5 domaine catalytique : EtA, EtB, V8/StsP de S. aureus, 
GseP de Bacillus llchenlformls et Spro de Mycobacterium 
paratuberculosls (KOONIN et al., Chap 117 in Escherichia 
coll and Salmonella typhimurlum, 2203-17, 1997) . Enfin, 
des proteases exportees non-apparentees a HtrA, ont 

10 egalement ete mises en evidence, par exemple chez 
B. subtllis (MARGOT et KARAMATA, Microbiology, 142:3437- 
44, 19 96 ; STEPHENSON et HARWOOD Appl. Environn. 
Microbiol. 64 :2875-2881, 1998 ; WU et al. J. Bacteriol. 
173: 4952-58, 1991) . 

15 II a done ete propose de combiner des 

mutations affectant plusieurs proteases exportees, pour 
parvenir a une reduction effective de la degradation des 
proteines heterologues exportees. 

Par exemple, une souche d'£. coll mutee dans 

20 les genes degP/htrA, ompT, prt et pre (MEERMAN et 
GEORGIOU, Bio/technology 12:1107-10, 1994), et une souche 
de B . subtills deficiente dans les six proteases 
extracellulaires (WU ei al., 1991, publication precitee) , 
ont ete construites dans ce but. Cependant, 1' utilisation 

25 de ces souches ne permet pas d' eliminer totalement la 
proteolyse des proteines exportees. Par exemple, dans le 
cas "de la souche de B. subtllis decrite par WU et al., 
bien que 1' activite proteasique extracellulaire 
residuelle soit negligeable (<1%), la degradation des 

30 proteines heterologues exportees reste importante. Pour 
pallier ce probleme, cette meme equipe a apporte des 
modifications supplementaires a cette souche, afin de lui 
faire surproduire divers chaperons (WU et al., J. 
Bacterid. 180:2830-35, 1998). En outre, bien que 

35 1' inactivation du gene d'une de ces proteases de menage 
exportees n'ait pas de consequences notables sur la 
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bacterie, le cumul des mutations peut affecter la 
viabilite des souches ; MEERMAN et GEORGIOU, (1994, 
publication precitee) observent ainsi une diminution du 
taux de croissance pouvant aller jusqu'a 50%. 
5 Chez les bacteries lactiques, seules quelques 

proteases exportees ont fait l'objet d' etudes ; la mieux 
caracterisee. a 1'heure actuelle est la protease denommee 
PrtP (KOK, FEMS Microbiol. Reviews 87:15-42, 1990), qui 
est localisee a la surface cellulaire, oil elle est ancree 

10 au peptidoglycanne . Cette protease est presente chez de 
nombreuses bacteries lactiques, notamment Lactococcus 
lactis, oil son gene est plasmidique. Elle participe a la 
nutrition azotee des bacteries en degradant les caseines 
du lait . D' autres proteases de surface ont ete purif iees 

15 a partir de deux especes de bacteries lactiques, 
Lactobacillus delbrueckeii subsp. bulgaricus et 
Lactobacillus helveticus, mais leur fonction n'a pas ete 
determinee. (STEFANITSI et al., FEMS Microbiol. Lett. 
128 :53-8, 1995 ; STEFANITSI et GAREL, Lett. Appl . 

20 Microbiol. 24:180-84, 1997 ; YAMAMOTO, et al., J. 
Biochem. 114:740-45, 1993). Recemment, un gene inductible 
par le stress codant pour une proteine fortement 
homologue aux proteases de la f ami lie HtrA a ete mis en 
evidence chez Lactobacillus helveticus (SMEDS et al., J. 

25 Bacteriol. 180:6148-53, 1998). II a ete observe que ce 
^ gene etait necessaire a la survie a temperature elevee ; 
une" souche mutante de Lactobacillus helveticus dans 
laquelle le gene htrA a ete inactive par 1' insertion d'un 
gene rapporteur (gusA, codant pour la (3-glucuronidase) 

30 -sous . controle du promoteur htrA, a ete construite. 
■L' etude de 1' expression du gene gusA dans ce mutant a 
permis de mettre en evidence une induction de la 
transcription de ce gene dans les memes conditions que 
celle du gene htrA dans les souches sauvages ; en 

35 revanche, aucune activite ^-glucuronidase n'a ete 
observee . 
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Lors de travaux precedents visant a 
caracteriser des proteines exportees de Lactococcus 
lactis par 1' etude de proteines de fusion avec le 
rapporteur d' exportation A S pNuc (POQUET et al., J. 
5 Bacteriol. 180:1904-12, 1998), 1'equipe des Inventeurs a 
observe une importante proteolyse extra-cellulaire, bien 
que les experimentations aient ete effectuees dans une 
souche de L. lactis subsp. cremoris depourvue de tout 
plasmide, et done en particulier de celui qui porte prtP. 
10 Les Inventeurs ont entrepris de rechercher des 

proteases extra-cellulaires responsables de cette 
proteolyse . 

lis ont ainsi decouvert, chez L. lactis, 
1' existence d'un gene de la famille htrA. 

15 Ce gene, mis en evidence dans le genome de la 

souche IL1403 de L. lactis subsp. lactis / code pour une 
proteine de 408 acides amines, denommee ci-apres HtrA Li 
dont la sequence nucleotidique et la sequence en acides 
amines sont representees sur la Figure 1, et figurent 

20 dans la liste de sequences en annexe (SEQ ID NO: 1) . 
Cette proteine est tres homologue a HtrA d'£. coli, et a 
divers autres membres connus de la famille HtrA, comme le 
montre le Tableau I ci dessous, qui . illustre les 
pourcentages d' identite et de similarite entre HtrAu. et 

25 differentes proteines de la famille HtrA : 



TABLEAU I 



Proteine 


Organisme 


% identite 


% similarite 


HtrA/DegP/ protease Do 


E. coli 


31.5 


38.2 


HhoA/DegQ 


E. coli 


34.0 


40.8 


HhoB/DegS 


E, coli 


29.9 


37.3 


HtrA 


S. typhimurium 


32.4 


39.1 


HtoA 


H. influenzae 


31.9 


39.2 


HhoB/DegS 


H. influenzae 


31.2 


40.0 


spHtrA 


S. pneumoniae 


55.6 


62.0 


HtrA 


Lb. helveticus 


46.9 


54.1 


YyxA 


B. subtilis 


43.5 


52.0 


YkdA 


B. subtilis 


42.5 


49.4 



La proteine HtrA de la souche IL1403 de L. 



lactis subsp. lactis possede les trois acides amines Ser, 
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His et Asp, qui definissent le site catalytique 
caracteristique des proteases a serine apparentees a la 
trypsine, parmi lesquelles la famille HtrA ; en outre 
elle presente, autour de ces trois acides amines, les 
5 trois motifs suivants : DAYVVTNYH 12 7VI , D157LAVLKIS , et 
GNS239GGALINIEGQVIGIT, qui correspondent aux consensus 
definis par P ALLEN et * WREN (Mol. Microbiol. 19:209-21, 
1997) pour le domaine catalytique des proteases HtrA : - 
GY--TN-HV-, D-AV et GNSGG-L-N— G-- IGIN . 

10 Elle possede a son extremite N-terminale une 

sequence d' acides amines hydrophobes Li 0 LTGVVGGAIALGGSAI 2 6 
correspondant a un segment transmembranaire putatif. La 
proteine HtrA L i de L. lactis subsp. lactis serait done une 
proteine integrale de la membrane cytoplasmique . Selon la 

15 regie dite « du positif interne » concernant la topologie 
de ces proteines (VON HEIJNE, Nature, 341:456-8, 1989) sa 
topologie correspond au type « C-out », e'est-a-dire que 
sa partie C-terminale, qui comprend en particulier son 
site catalytique, serait exposee a 1'exterieur de la 

20 membrane plasmique. Comme la protease HtrA de E. coli, 
HtrA L i de L. lactis subsp. lactis apparait done comme une 
protease de 1'enveloppe, pouvant degrader des proteines 
exportees- Les acides amines du domaine catalytique et du 
domaine transmembranaire sont encadres sur la figure 1. 

25 Les Inventeurs ont procede a 1' inactivation de 

ce gene par mutation ; a temperature optimale (30°C), la 
souche mutante de L. lactis subsp. lactis ainsi obtenue 
est viable et croit normalement ; en revanche, sa 
croissance et sa viabilite sont affectees a plus hautes 

30 temperatures (a partir de 37°C) , a la fois sur boite et 
et en milieu liquide. 

En outre, les Inventeurs ont etudie 1'effet de 
cette mutation sur 1' exportation de differentes proteines 
de fusion, et ont constate que 1' inactivation de la 

35 protease HtrA Li chez L. lactis suffisait a abolir 
totalement la degradation des proteines exportees ; cet 
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effet est surprenant, compte tenu cie la proteolyse 
residuelle observee anterieurement chez d'autres 
bacteries apres inactivation de proteases de la famille 
HtrA. " 
5 La presente invention a pour objet un procede 

pour la production d'une proteine d'interet, caracterise 
en ce qu'il comprend la mise en culture d'une souche 
bacterienne exprimant ladite proteine d'interet, et 
susceptible d'etre obtenue a partir d'une bacterie a gram 
10 positif dont la taille du genome est au plus egale a 
3,2 Mb f de preference au ' plus egale a 3 Mb, et 
avantageusement au plus egale a 2,5 Mb, par mutation 
inactivant la protease de surface HtrA de ladite 
bacterie ; 

15 et l'obtention de ladite proteine d'interet 

exportee par ladite souche. 

Selon un mode de mise en ceuvre prefere de la 
presente invention, la bacterie a gram-positif de depart 
est choisie parmi des bacteries du groupe constitue par 

20 les Streptococcaceae, et les Lactobacillaceae . 
.Avantageusement, elle est choisie parmi les lactocoques. 

Elle peut egalement etre choisie parmi des 
bacteries appartenant au groupe constitue par les 
Bacillaceae, par exemple au genre Listeria , et les 

25 Enterococcaceae, notamment du genre Enterococcus . 

Avantageusement, ladite souche bacterienne 
peutr egalement comporter une ou plusieurs autres 
modifications de son genome, visant a ameliorer la 
production et/ou la secretion de proteines exprimees dans 

30 ladite bacterie, et/ou a eviter leur degradation- Selon 
le type de proteine que 1'on souhaite pbtenir, on peut 
par exemple utiliser une souche bacterienne dans laquelle 
1'activite proteasique PrtP a ete inactivee, et/ou une 
souche bacterienne surproduisant une proteine permettant 

35 de stabiliser les proteines exportees, telle que la 
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proteine Nlp4 de Lactococcus lactis, ou un de ses 
homologues ( POQUET et al. 1998, publication precitee) . 

La presente invention a egalement pour objet 
toute souche bacterienne, susceptible d'etre obtenue a 
5 partir d' une bacterie a gram positif dont la taille du 
genome est au plus egale a 3,2 Mb,- telle que definie ci- 
dessus, par mutation inactivant la protease de surface 
HtrA de ladite bacterie, et comprenant en outre au moins 
une cassette d' expression d'un gene d'interet, a 

10.. 1' exception d'une souche de Lactobacillus helveticus 
comprenant une seule cassette d' expression, constitute 
par la sequence codant pour le gene rapporteur gusA 
inseree dans le gene htrA de ladite souche, sous controle 
transcriptionnel du promoteur dudit gene. 

15 On entend par : « cassette d' expression » 

toute construction d'ADN recombinant comprenant un gene 
d'interet que 1'on souhaite exprimer, ou un site 
permettant 1' insertion dudit gene, place sous controle de 
sequences de regulation de la transcription (promoteur, 

20 terminateur) f onctionnelles dans la bacterie-hote 
concernee . 

Au sens de la presente invention, on entend 
par : « protease HtrA » toute protease a serine de type 
trypsine, presentant des similitudes f onctionnelles et 
25 structurelles suffisantes avec la protease HtrA de E. 
coli, pour pouvoir etre regroupee dans la meme famille, a 
savbir : 

un site catalytique forme par les trois 
acides amines Ser, His et Asp ; 
30 - la presence, autour de ce site catalytique, 

des regions consensus : -GY — TN-HV-, D-AV et GNSGG-L- 

N-G-IGIN ; 

un signal d' exportation permettant a la 
protease d'etre transportee jusqu f a la surface cellulaire 
35 de la bacterie (il peut s'agir, par exemple, d'un peptide 
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signal, d'un domaine transmembranaire, d'un signal 
d' ancrage a la paroi, etc.). 

Pour la mise en oeuvre de la presente 
invention, on peut obtenir des bacteries mutantes 
5 depourvues d' activite HtrA en effectuant une ou plusieurs 
mutations, notamment au niveau de la sequence codant pour 
la protease HtrA et/ou au niveau des sequences de 
regulation permettant 1' expression du gene htrA, de 
maniere a empecher 1' expression d'une protease HtrA 

10 f onctionnelle . Ces mutations peuvent etre effectuees de 
maniere classique, par deletion, _ insertion, ou 
remplacement d' au moins un nucleotide ou une sequence 
nucleotidique dans le gene HtrA ; elles peuvent resulter 
soit en 1' absence de production de HtrA, soit en la 

15 production d'une protease HtrA dans laquelle au moins un 
acide amine necessaire a 1' activite a ete delete ou 
remplace . 

Les techniques de mutagenese appropriees sont 
connues en elles-memes ; avantageusement , on utilisera 

20 des techniques de mutagenese dirigee, dans la mesure ou 
les donnees -disponibles sur les proteases de la famille 
HtrA permettent, meme si 1'on ne dispose pas 
d' informations plus precises sur la sequence specif ique 
du gene que l'on souhaite inactiver, de cibler la ou les 

25 mutations sur des domaines conserves necessaires a 
l f activite (par exemple le domaine catalytique) . 

La presente invention peut etre mise en oeuvre 
dans de nombreux domaines . 

En premier lieu, elle peut etre utilisee dans 

30 le domaine de la production de proteines d' interet (par 
exemple enzymes, proteines humaines, etc.) par genie 
genetique a partir de cultures de bacteries transformees 
par un gene d' interet. Dans ce domaine, la presente 
invention permet d' ameliorer le rendement en proteines 

35 exportees (et en particulier secretees), et d' eviter leur 
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contamination par des produits de proteolyse, inactifs : 
ceci permet de les purifier facilement et a moindre cout • 

Pour cette application on utilisera de 
preference des souches mutantes obtenues a partir de 
5 bacteries non-pathogenes, teiles que Lactococcus spp., 
Lactobacillus spp., ainsi que des streptocoques 
alimentaires, Streptococcus thermophllus . 

Les souches mutantes obtenues a partir de 
bacteries habituellement utilisees en industrie agro- 

10 alimentaire, teiles que les bacteries lactiques 
(notamment, les lactocoques, les lactobacilles et les 
streptocoques thermophiles ) , peuvent avantageusement etre 
utilisees dans ce meme domaine. Par exemple, on peut les 
utiliser dans la composition de ferments, pour produire 

15 des proteines heterologues permettant d'ameliorer la 
qualite du produit fermente fini ; ainsi, 1' exportation 
d' enzymes etrangeres produites par une souche mutante de 
L. lactis conforme a 1' invention, au sein de fromages 
fermentes par L. lactis peut ameliorer leur affinage et 

20 leurs qualites organoleptiques . 

Ces souches mutantes peuvent egalement etre 
utilisees pour l'obtention de produits dietetiques ou de 
medicaments. Dans ce domaine on peut par exemple utiliser 
des souches mutantes conformes a I 1 invention afin 

25 d'exprimer, prealablement a 1' ingestion du produit, et/ou 
apres son ingestion, des proteines a effet prophylactique 
ou- therapeutique, teiles que des enzymes (permettant par 
exemple de faciliter la digestion) , des proteines 
permettant de stimuler le systeme immunitaire, des 

30 antigenes vaccinaux, etc. Dans la plupart des cas, on 
preferera, pour les utilisations dans ce domaine, et afin 
de garantir une innocuite maximale, des souches mutantes 
obtenues a partir de bacteries non pathogenes, et 
avantageusement, de bacteries habituellement utilisees 

35 pour 1' alimentation . Cependant, dans le cadre 
d' utilisations vaccinales, on peut utiliser des souches 
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mutantes obtenues a partir de bacteries (notamment 
streptocoques, staphylocoques , enterocoques ou listeria) 
pathogenies, et de preference, de variants de ces 
bacteries portant deja une ou plusieurs mutations 
5 attenuant leur pouvoir pathogene ; 1 ' inactivation de la 
proteine HtrA, en limitant les capacites de survie de ces 
bacteries en conditions de stress, peut contribuer a 
attenuer leur virulence, comme observe precedemment dans 
le cas de certaines bacteries a gram-negatif . 

10 Dans le cadre de certaines applications, dans 

lesquelles la bacterie hote doit etre viable et capable 
de produire des proteines a des temperatures de 1'ordre 
de 35 a 40°C, par exemple la production en f ermenteur de 
certaines proteines, ou la production apres ingestion, 

15 dans le tractus digestif de 1'homme ou d'un animal, de 
proteines a activite therapeutique ou prophylactique, on 
utilisera avantageusement des souches mutantes obtenues a 
partir de bacteries thermophiles , telles que 
Streptococcus thermophilus . 

20 La presente invention sera mieux comprise & 1'aide 

du complement de description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples non-limitatif s , illustrant l'obtention de mutants de 
L. 'lactis dans lesquels la protease de surface HtrA est 
inactive, et les proprietes de ces mutants. 

25 EXEMPLE 1 : INACTIVATION DU GENE htxA DE L. lactis 

Le gene htrA, porte par le chromosome de la 
souche IL1403 (CHOPIN et al. Plasmid, 11, 260-263, 1984) 
de L . lactis subsp. lactis, a ete inactive par 
integration d'un plasmide suicide portant un fragment 

30 interne du gene (FA) de 665 pb. 

A titre de temoin positif d' integration, on a 
utilise un plasmide suicide portant un fragment tronque 
en 3' (GA) de 902pb, dont 1' integration sur le chromosome 
restitue une copie sauvage du gene, 

35 Ces fragments ont ete prealablement obtenus 

par amplification PCR, a partir de 1 ' ADN genomique de la 
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souche IL1403 de L. lactis subsp. lactis, en utilisant 
les couples d' amorces F/A et G/A : 

- F [5' -GGAGCCA(G/T) ( A/C/T) GC ( A/G/C/T ) (C/T) T (A/G/T) GG-3' ] 
localisee en aval du codon d' initiation ATG 

5 - G [5' -GTTTCCACTTTTCTGTGG-3' ] 

localisee en amont du promoteur de htrA 

- A [5' -TT (A/T) CC (A/T) GG (A/G) TT (A/G/T) AT (A/G/C/T ) GC-3 ' ] . 
localisee en amont du codon de la serine du site 
catalytique . 

10 L' emplacement des amorces, F, G, et A, est indique sur la 
figure 1. 

1/ amplification a ete effectuee dans les 
conditions suivantes : 

- melange reactionnel : 0,2mM de chaque dNTP, 
15 5jiM de chaque oligonucleotide, environ 500ng d'ADN 

chromosomique, 2mM MgCl 2 , 1,25 unite de Taq-DNA-pol 
(BOEHRINGER MANNHEIM) dans le tampon Taq fourni par le 
fabricant ; 

- conditions de temperature : 5min 94 °C, 30 
20 cycles (30sec a 94°C / 30sec a 46°C et 30sec a 72°C) , et 

4°C. 

Les fragments amplifies oht ete ligatures au 
plasmide lineaire pGEM T (PROMEGA) . Apres transformation de 
E. coli TGI par les produits de ligation, les clones 

25 resistants a 1' ampicilline, et depourvus d' activite (5- 
galactosidase sont selectionnes . Les plasmides obtenus, 
port-ant respectivement les fragments FA et GA, sont 
denommes pESl.l et pES2.1. 

Les inserts FA et GA ont ete sous-clones dans 

30 un vecteur suicide portant un gene de resistance au 
chloramphenicol . Ce vecteur etant incapable de se 
repliquer seul en 1' absence de la proteine RepA qui est 
necessaire a 1' initiation de sa replication, des co- 
integrats ont ete crees par ligature entre chacun des 

35 plasmides pESl.l et pES2.1, et le vecteur suicide, 
prealablement linearises . 
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Apres transformation de la souche TGI 
d'£. coli, et selection des clones resistant au 
chloramphenicol, la partie pGEM T des cointegrats a ete 
deletee., et les vecteurs re-circularises. Les plasmides 
5 obtenus sont multiplies dans la souche d'£. coli TGI 
repA* ; apres selection des clones resistant au 
chloramphenicol, on obtient les plasmides suicide 
denommes pVS6.1 et pVS7.4. 

pVS6.1 contient le fragment FA, et pVS7.4 
10 contient le fragment GA du gene htrA L1 de la souche IL1403 
de lactis subsp. lactis. 

Ces plasmides ont ete utilises pour 
transformer la souche IL1403 de L. lactis subsp. lactis ; 
les clones ayant integre ces plasmides au locus htrA sur 
15 le chromosome ont ete selectionnes en presence de 
chloramphenicol . 

Dans les deux cas, plusieurs clones 
independants resistants au chloramphenicol ont ete 
obtenus. Cinq clones de chaque classe, notes A a E dans 
20 le cas de 1' integration de pVS6.1, et 17 a 22 dans le cas 
de 1' integration de pVS7.4, ont ete' choisis pour analyse. 

Pour chacun de ces clones, 1' integration au 
locus htrA a ete confirmee par transfert de Southern. 

Deux clones, A et 17, ont ete choisis pour les 
25 analyses suivantes ; ils constituent les deux prototypes 
des souches mutantes, qui seront denommees ci-apres : 

- htrA (mutation nulle du gene htrA L1 , Cm R ) ; 
cette souche n'exprime pas de protease HtrA active ; 

- htrA*/htrA (copie sauvage + copie tronquee 
30 du gene htrA tlf Cm R ) ; cette souche exprime une protease 

Htra Li active. 

EXEMPLE 2 : ROLE DU GENE htiA L1 DE L. lactis DANS LA 
SURVIE A HAUTE TEMPERATURE 

Les deux souches htrA et htrAVhtrA sont 
35 cultivees, en culture liquide, dans les conditions 
habituelles de croissance de L. lactis, c'est-a-dire a 
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30°C et en presence d'oxygene mais sans agitation, et en 
presence de chloramphenicol. 

Le comport ement de la souche htrA de L. lactis subsp. 
lactis a 30°C et a 37°C, a ete etudie en utilisant comme 
5 temoins la souche htrA* /htrA, ainsi que la souche-mere 
IL403 (cultivee en 1' absence de chloramphenicol). 

Les bacteries ont ete cultivees pendant 1 nuit 
a temperature ambiante, en milieu M17 contenant 1% de 
glucose (+2,5 p.g/ml chloramphenicol pour les deux souches 

10 htrA et htrA* /htrA) . Les cultures ont ete diluees au 
l/100 i6me le matin dans le meme' milieu, et divisees en deux 
lots places en semi-anaerobiose a 30°C ou a 37°C. La 
croissance a ete suivie par mesure de la DC>6oo* 

Les resultats sont illustres par la Figure 2. 

15 A 30°C (Fig. 2A) , on constate que la souche 

htrA*/htrA (■) , la souche htrA (♦) , et la souche sauvage 
IL1403 (A) presentent des temps de generation tres 
proches : 65 min pour la souche sauvage, 70 min. pour 
htrA* /htrA, et 75 min pour htrA ; enfin, pour les 3 

20 cultures, les valeurs de D0 6 oo correspondant a la phase 
stationnaire sont tres comparables (DO600 = 2,1 a 2,2). 

Ces resultats indiquent qu' il n'y a pas de 
difference de croissance significative entre ces trois 
souches a 30°C. 

25 . A 37°C (Fig.. 2B) , la souche htrA* /htrA (■) a 

un temps de generation de 100 min, et la DOeoo de la phase 
statrionnaire est moindre qu'a 30°C (D0 6 oo = 1/25). Une 
croissance plus faible a 37°C qu'a 30°C est egalement 
observee pour la souche sauvage IL1403 (A) ; le temps de 

30 generation est de 65 min, mais la D0 6 oo de la phase 
stationnaire est plus faible qu'a 30°C (D0 6 oo = 1.9). Dans 
le cas de la souche htrA (♦) la croissance est tres 
faible, voire nulle, et D0 6 oo ne depasse pas 0,1 meme 
apres 7h de culture. 
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II ressort de ces resultats que la souche htrA 
de L . lactls subsp. lactis est thermosensible, et que la 
mutation htrA est letale a 37°C. 

EXEMPLE 3 : ROLE DU GENE htrAy DE L. LACTIS DANS LA 
5 PROTEOLYSE DE SURFACE 

L'effet de la mutation htrA L1 sur la stabilite 
de cinq proteines exportees a ete teste. Ces proteines 
sont : 

i) une proteine heterologue, la nuclease 
10 secretee de S. aureus, Nuc ; cette proteine est exprimee 

par le - plasmide pNuc3 (LE LOIR et al., J. Bacteriol. 
176:5135-5139, 1994 ; LE LOIR et al. f J. Bacteriol. 
180:1895-903 1998) ; 

ii) trois proteines hybrides (Usp-A SP Nuc, 
15 Nlp4-A SP Nuc, et Exp5-A SP Nuc) resultant de la fusion entre 

le rapporteur A SP Nuc et des fragments de proteines 
exportees de L. lactis : la proteine secretee Usp45 (VAN 
ASSELDONK et al., Gene 95:155-60, 1990), la lipoproteine 
Nlp4, et la proteine Exp5 (qui est elle-meme une proteine 

20 de fusion entre une proteine exportee et une proteine 
cytoplasmique) ; ces proteines, ainsi que les plasmides 
pVE8009, pVE8024 et pVE8021 qui les expriment 
respectivement , sont decrits par POQUET et al.(1998, 
publication precitee) ; 

25 iii) une proteine naturellement exportee de L. 

lactis, AcmA. 

Chez la souche sauvage MG1363 de L . lactis 
subsp. cremoris , Usp-A S pNuc est secretee, Nlp4-A SP Nuc est 
associee aux cellules ; pour ces 2 proteines, on detecte 

30 dans le milieu, a cote de la forme mature, differents 
produits de degradation, parmi lesquels le peptide NucA 
provenant de la partie A SP Nuc de la fusion ; quant a la 
fusion tripartite Exp5-A SP Nuc, elle est tres instable et 
on ne detecte pas la forme mature dans le milieu mais 

35 seulement les produits de degradation, dont le peptide 
NucA. La forme mature, ainsi que les produits de 
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degradation de ces trois proteines hybrides peuvent etre 

detectees a 1'aide d'anticorps anti-NucA. 

La proteine naturellement exportee de L. 

lactis choisie est la bacteriolysine AcmA (BUIST et al., 
5 J. Bacteriol. 177:1554-1563, 1995). Cette proteine qui 

degrade le peptidoglycane est a la fois secretee et 

associee a la surface/ probablement par affinite avec son 

substrat. Elle presente, aussi bien chez la souche MG1363 

de L. lactis subsp. cremoris que chez la souche IL1403 de 
10 L . lactis subsp. lactis, des produits de proteolyse 

actifs et done detectables, comme la proteine intacte, 

par zymo gramme . 

Les souches transf ormees par les plasmides 

exprimant ces differentes proteines sont cultivees a 30°C 
15 pendant plusieurs heures, au moins jusqu'au milieu de la 

phase exponentielle ou jusqu'au debut de la phase 

stationnaire . 

Pour chaque plasmide, des cultures des trois 

souches IL1403, htrA, et htrA*/htrA, ayant atteint des 
20 D0 6 oo comparables ont ete utilisees pour extraire des 

echantillons proteiques : a) de la culture totale, b) des 

cellules, c) du milieu, selon le protocole decrit par 

POQUET et al., (199'8, publication precitee) . 

Ces echantillons sont soumis a une 
25 electrophorese (SDS-PAGE) sur gel denaturant. 

Pour detecter les proteines Nuc, Usp-A S pNuc, 

Nlp4— AspNuc, Exp5-A S pNuc, et leurs produits de degradation, 

on procede a un transfert des proteines sur membrane, 

puis a une revelation immunologique grace a des anticorps 
30 anti-NucA, qui sont detectes a 1'aide d' un conjugue 

proteine G/peroxydase (BIO-RAD) , et d'un kit de 

chimioluminescence (DUPONT-NEN) . 

AcmA est detecte par zymogramme (BUIST et ai., 

1995, publication precitee) : des microcoques dont la 
35 paroi est sensible a AcmA sont inclus dans le gel 

d' electrophorese a la concentration de 0,2%, ce qui le 
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rend opaque ; apres electrophorese, le gel est traite a 
37 °C pendant une nuit dans un tampon contenant 50mM de 
Tris/HCl a pH7 et 0,1% de Triton X100, ce qui permet la 
lyse des microcoques par AcmA ou ses produits de 
5 proteolyse actifs. Le gel est ensuite colore par du bleu 
de methylene a 0,1% dans du KOH a 0,01% : les bandes 
correspondant a l'activite AcmA apparaissent comme des 
halos d'hydrolyse transparents sur fond bleu. 

Pour chaque proteine, les profils de 

10 degradation dans les souches IL1403, htrA, et htrA*/htrA, 
ont ete compares en _ observant le contenu proteique 
accumule pendant plusieurs heures de culture. 

Les Figures 3 a 6 presentent respectivement 
les resultats de detection immunologique, pour les 

15 proteines Nuc, Usp-A S pNuc, Nlp4-A S pNuc et Exp5-A S pNuc. Pour 
les proteines Nuc, (Fig. 3) et Usp-A SP Nuc, (Fig. 4), 

La Fig. 7 represente un zymo gramme' de 
l'activite bacteriolysine d'AcmA ; la detection a ete 
effectuee sur 1' ensemble de la culture (T) , les cellules 

20 seules (C) ou le milieu (M) . 
Chez la souche IL1403 : 

Pour les proteines secretees Nuc et Usp-A S pNuc 
(Fig. 3 et 4 : trois premiers puits) , et pour la 
lipoproteine Nlp4-A SP Nuc (Fig. 5 : premier puits), on 

25 detecte un profil de trois bandes, comme precedemment 
observe chez la souche MG1363 (LE LOIR et al., 1994 ; 
POQUET et al., 1998, publications precitees) : 

a) celle de plus haut poids moleculaire est le 
precurseur dont le peptide-signal n' a pas ete clive, ce 

30 qui est confirme par sa presence exclusive dans les 
cellules (Fig. 3 et 4); 

b) la bande intermediaire est la forme mature 
apres clivage du peptide-signal, et elle est presente 
exclusivement dans le milieu dans le cas des proteines 

35 secretees Nuc et Usp-A S pNuc (Fig. 3 et 4) ; 
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c) la bande de plus faible poids moleculaire 
est le peptide NucA qui comigre pratiquement avec la 
forme commerciale NucA purifiee a partir de S. aureus (la 
legere difference de migration etant due aux specificites 
5 de clivage distinctes chez S. aureus et L. lactis) , et 
qui se trouve a la fois libere dans le milieu et associe 
aux cellules. 

Pour la proteine Exp5-A S pNuc (Fig. 6 : premier 
puits) on ne detecte que tres dif f icilement deux formes, 
10 une de haut poids moleculaire, et une de faible poids 
moleculaire, NucA, qui comigre pratiquement avec la forme 
purifiee commerciale ; la proteolyse chez IL1403 est done 
pratiquement totale. 

Pour la proteine AcmA (Fig. 7 : les trois 
15 premiers puits) , on detecte comme precedemment observe 
chez la souche MG1363 (BUIST et al., 1995, publication 
precitee), un profil de quatre bandes : 

a) celle de plus haut poids moleculaire est le 
precurseur dont le peptide-signal n'a pas ete clive, qui 

20 est present exclusivement dans les cellules; 

b) la bande de poids moleculaire legerement 
inf erieur - est la forme mature apres clivage du peptide- 
signal, qui est a la fois secretee dans le milieu et 
associee a la surface des cellules par affinite pour son 

25 substrat; 

c et d) les deux bandes de plus faible poids 
moleculaire sont des produits de proteolyse actifs, a la 
fois secretes dans le milieu et associes a la surface des 
cellules par affinite pour leur substrat. 

30 Chez la souche htrA*/htrA : 

(Fig. 3 et 4 : trois derniers puits, Fig. 5 et 
6 : dernier puits, et Fig. 7 : trois derniers puits) . Les 
profils observes sont absolument identiques a ceux 
observes dans la souche sauvage. La souche htrAVhtrA 

'35 presente done un phenotype de proteolyse sauvage, 
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s'expliquant par la copie sauvage du gene htrA L1 qu'elle 
possede . 

Chez la souche htrA : 

(Fig. 3 et 4 : trois puits centraux, Fig. 5 et 
5 6 : puits central, et Fig. 7 : trois puits centraux) . 

Dans tous les cas, on ne detecte aucun des 
produits de proteolyse ; simultanement , la quantite de 
proteine mature (ou de haut poids moleculaire dans le cas 
de Exp5-A S pNuc) augmente - 
10 Ces resultats montrent que le produit du gene 

htrA L1 est bien responsable de la degradation des 
proteines secretees, et que son inactivation entraine 
1' abolition totale de cette degradation. 
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REVENDI CAT IONS 

1) Procede pour la production d'une proteine 
d'interet, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en culture d'une souche bacterienne 
5 exprimant ladite proteine d'interet, et susceptible 
d'etre obtenue a partir d'une bacterie a gram positif 
dont la taille du genome est au plus egale a 3,2 Mb, par 
mutation inactivant la protease de surface HtrA de ladite 
bacterie ; 

10 - l'obtention de ladite proteine d'interet 

exportee par ladite souche. 

2) Procede selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la bacterie a gram positif de 
depart est choisie parmi les Streptococcaceae, les 

15 Lactobacillaceae, les ■ Bacillaceae des genres 

Staphylococcus et Listeria, et les Enterococcaceae du 
genre Enterococcus . 

3) Procede selon la revendication 2, 
caracterisee en ce que la bacterie a gram positif de 

20 depart est choisie dans le groupe constitue par 
Lactococcus spp., Lactobacillus spp., et Streptococcus 
thermophilus . 

4) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la souche 

25 bacterienne utilisee est egalement depourvue de 
l'activite proteasique PrtP. 

5) Souche bacterienne, susceptible d'etre 
obtenue a partir d'une bacterie a gram positif dont la 
taille du genome est au plus egale a 3,2 Mb, telle que 

30 definie dans une quelconque des revendications 1 a 3, par 
mutation inactivant la protease de surface HtrA de ladite 
bacterie, et comprenant en outre au moins une cassette 
d' expression d' un gene d'interet, a 1' exception d'une 
souche de Lactobacillus helveticus comprenant une seule 

35 cassette d' expression, constitute par la sequence codant 
pour le gene rapporteur gusA inseree dans le gene htrA de 
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ladite souche, sous controle transcriptionnel du 
promoteur dudit gene. 

6) Souche bacterienne selon la revendication 
5, caracterisee en ce qu'elle est egalement depo"urvue " de 

5 l'activite proteasique PrtP. 

7) Utilisation d'une souche bacterienne telle 
que definie dans une quelconque des revendications 1 a 4, 
pour la preparation d'un produit fermente. 

8) Utilisation d'une souche bacterienne telle 
10 que definie dans une quelconque des revendications 1 a 4, 

pour la .preparation d'un aliment dietetique. 

9) Utilisation d'une souche bacterienne telle 
que definie dans une quelconque des revendications 1 a 4, 
pour la preparation d'un medicament. 

15 10) Utilisation selon la revendication 9, 

caracterisee en ce que ledit medicament est un vaccin. 
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_ _ _ amorce G ^ 

aaacaagatgaaaacatgatttatcaacacttttttactttitttccactttcccgTiggaa. 
I + + + + + 60 

aactttauuaaaatacccacttatcctcattaatttttagattauccacaaaaatgtgga 

SI -r -r + + + -+ 120 

-35 -10 -10 



gaaactataccaguttgatt-^TigtTiactattaaggtattattaagrgagagtagatiaca 
121 + + + 130 

_ RBS 



attacatcaragaaa-gctacaaagactaataa utgaaaggaaetatttatggcaaaagc 

181- + -r— + -r 240 

M A K A 

amorce F 



taatataggaaaattcctatcaacaggcgtcgtgggcggagccatcgcacttggaggaag 
241 + ^ ^ A ^ 300 



N I GKLL LTGVVGGAIALGGS! 



domaine transmernbranaire 
tgcaatctatcaaagcactacaaatcaatcggcaaataatagtcgttcaaatacaactag 

301 r ~r + -J- + H- T" 360 

A Tj YQSTTNQSANNS R5NTT5 

tacaaaggrtagtaacgtttcggraaatgtcaacaccgatgttiacctctgcaattgaaaa 

361 + H- -r -r + 420 

TECVSNVSVNVNTDVTSAISK 
agtttcaaattcugtcgtttctgrtacgaattatcaaaaagataactcacaaagragtga 

421 -r ~ + -r -r 480 

VSNSVVSVMNYQKDNSQSSD 

crtcagtrcaact:t:tt:gguggaaatagcgg"ctcaagtccat:cgacrgacggctcacagcr 

481 + ^ + + + 540 

FSS I rGGNSGSSSSTDGLQL 

ttctagtgaaggcrctggtgtcatctacaaaaaatictcgtggrgaugcctacgtrgtaac 

541 + + -r , * 600 

"S S EGSGVIYKKSGGOAYVVT 

aomaine cataiytique 

taaccaccacgttattgctggtaatagctcacttgatgttcTigctttctggtggacaaaa 
601 i y -| + + + -r 650 

NYHVIAGNSSLDVLLSGGQK 
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agtcaaagattctgtggttggttatgatgaatacacagaccttgctgttcttaaaatcag 
66i t- + h- - A -u 720 



VKDSVVGYDEYT 



L A V L K 



domaine catalytique 



ttctgaacatgtcaaagatgtggcgacattcgctgattctagtaaattaacaattggtga 

721 + + + + -r 780 

SEKVKDVATFA.DS SKLTIGE 

acctgccat cgccgttggctcaccttcaggtagtcaatttgcaaacaccgcaactgaagg 

731 -r + -r -r * -r 840 

PAIAVGSPLGSQFANTATEG 

aattttatctgcaacaagccgtcaagtgact ttgacccaagaaaatggtcaaacaaccaa 

841 + + * -r + + 900 

I LSATSRQVTLTQENGQTT N 

amorce A 



tatcaatgcaattcaaacagatgctgccauuaacccrggtaactctggaggggc" ttgat 

901 + -r -r ■ ± ^ + 960 



INAIQTOAAIN 



G N S G G A L 



domaine catalytique 



961 



taatattgaaggacaagttattggaattactcaaagtaaaattacaacaactgaagatgg 



NIEGQVIGIT 



-+ 1020 



QSKITTTEDG 



ttctacttctgtcgaaggtctaggatttgcgattccttctaatgatgtcgtaaatatcat 

1021 + + -r + -r -r 1080 

STSVEGLGFAIPS NDVVNI I 
taataaacttgaagatgatggtaagacttcacgccctgctttaggtatccaaa-iagttga 

1081 + -r + -r + 1140 

NKLE'-D DGKIS RPALG I RMV D 

cctttcacaattatcaacaaatgacagttctcaattgaaattactaagcagtgtaacagg 

1141 -r + + +• + + 1200 
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FormUaife PCT/1SA/210 (annexe families de brevets) (tudlet 1992) 
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